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(57) Abstract 

A process is disclosed diat uses die Langmuir-Blodgett technique to produce ultra-thin monolayears that contain receptor or biological 
molecules. Cross-linkable, non-ampMphilic matrix molecules are used, with which receptor and/or biological molecules are intercalated or 
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(57) Zi 



ung 



Es wird ein Verfatuen beschrieben, das die Langmuir-Blodgett-Technik nutzt, um ultradtbine Monoschichten, die Rezeptor- oder 
Biomolekiile enthalten, herzustellen. Dabei werden vemetzbare nicht-amphiphile Matrixmolekule verwendet, in die Rezeptonnolekiile 
und/oder Biomolekiile eingelagert werden, oder diese kovalent an die Matrixmolekule angekoppelt werden. Hieizu wird ein neuartiges 
Verfahren, eine abgewandelte Lemieux-Reaktion, beschrieben. 
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Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung beschreibt eine neuarrige Immobilisierungstechnik, mit der DNS, 
Antikorper, Antigene, En2yme, Hormone oder andere Peptide kovalent oder nicht kovalent 
an ein - mittels der Langmuir-Blodgett-Technik auf ein festes hydrophobisiertes Substrat 
iibertragenes - nicht amphiphiles Photopolymer gebunden werden konnen. Die so dargestell- 
ten Schichten konnen als MeBsonden fur Festphasensensoren eingesetzt werden und somit 
beispielsweise zum quantitativen Nachweis von Biomolekulen, Pestiziden oder sonstiger 
Anaiyte dienen. 

Zum Nachweis biologischer Substanzen gibt es zahlreiche Methoden, von denen die Immu- 
noassays in der klinischen Chemie die groBte Bedeutung erlangt haben. das Prinzip zum 
Nachweis von Hormonen, AntikOrpem oder anderen Proteinen beruht darauf, da6 ein an eine 
Festphase adsorbiertes Rezeptormolekiil spezifisch mit den zu bestimmenden Spezies rea- 
giert. Dutch den Einsatz einer Maikierungstechnik (Fluoreszenzfarbstoff, radioaktive oder 
enzymatische Markierung) geiingt die quantitative Bestimmung des Analyten iiber eine Eich- 
messung [T. Potstmann and S. Kiessig, Journal of Immunological Methods, 150(1992)5]. Ein 
Nachteil der Immunoassays ist der hohe Zeitaufwand, da bei der Durchfuhrung der einzelnen 
Schritte Inkubationszeiten von jeweils bis zu einer Stunde eingehalten werden miissen. 

Deshalb ist es in der Praxis von Vorteil eine MeBsonde einzusetzen, welche das Rezeptormo- 
lekiil (AntikSrper, Peptid u.s.w.) bereits in immobilisierter Form enthSlt, so daB die Anzahl 
der Praparationsschritte eines Immunoassays fur den klinischen Gebrauch verringert wird. 
Verschiedene Methoden der Immobilisierung von Proteinen sind daher in der Vergangenheit 
entwickeit worden. Einen Uberblick fmdet man bei H. Weetall [H. Wetall, M. Lynn " im- 
mob. enzymes, antibodies, cells and peptides, preparation and charakterisation", M. Dekkar, 
Inc., New York, (1975) 497]. Die Immobilisierung erfolgt demgemaB raeist iiber die Reak- 
tion einer Aminogruppe des Biomolekiils mit einer Oxofunktion eines Stoffes, der als Ver- 
bindungsglied zwischen Oberflache und zu immobilisierendem Molekiil dient. Die bedeu- 
tendste Methode stellt hierbei die Silan-Glutaraldehydmethode dar, bei der ein Silan kovalent 
auf ein zuvor hinsichtlich seiner Hydroxylgruppen aktiviertes festes Substrat fixien wird. Als 
Bindeglied zwischen Silanfilm und zu immobilisierendem Biomolekiil dient dann Glutaralde- 
hyd. Ein Nachteil herkommlicher Immobilisierungstechmken liegt in der moglichen Bil- 
dung inhomogener globularer Oberflachenstrukmren [S. Seeger, K. Bierbaum, R. Dahint, C. 
L. Feng, M. Mantar, and M. Grunze: Synthetic Microstructures in Biological Research, J.M. 
Schnur, M. Peckerar (Hrs.), Plenum Press New York, 53-66, 1992]. 

Diesen Nachteil vermeidet die Langmuir-Blodgett (LB)-Technik, mit der man uloradunne ho- 
mogene Filme definierter Schichtdicke auf ein festes Substrat iibertragen kann. Auf oder in 
diesen Filmen lassen sich dann - eventuell nach einer speziellen Aktivierungsreaktion - Bio- 
moiekiile immobilisieren. Einen Uberblick uber LB-Filme und deren Einsatzbereich in der 
Biosensorik liefer: W. M. Reichen [W.M. Reichert, C. J. Bruckner and J. Joseph, Thin SoUd 
Films, 152 (1987) 345]. Der Hauptvorteil der LB-Technik liegt in der Moglichkeit, eine ge- 
wiinschte Anzahl Monolagen auf das Substrat zu iibertragen und durch das Flachenubertra- 



wo 95/08770 



3 



PCT/EP94/03137 



gungsverhaitnis die Gute des Filmtransters direki beim (Jbenras zn. konrroilieren. Verwendet 
man dann nur die beschichteten Substrate, bei denen der Filmiibertrag volli>tandig ist, so er- 
halt man eine hohe Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse bei der Durchfiihrung der 
restliciien Sciiritte eines Immunoassays. Wendet man die LB-Tecimik auf Stab-Haar-artige 
Poiymere an, so gelingt der Transfer ultradiinner Sciiichten mit molekular orientiertem Auf- 
bau [E. Orthmann and G. Wegner, Angew. Chemie 98 (1986) 1114]. Ein Beispiel hierfiir 
stellen Polyglutamate mit flexiblen Seitenketten dar, welche befahigt sind, Gastmolekiile in 
der flussigen Seitenkettenmatrix aufzunehmen [G. Duda and G. Wegner, Makromol. Chem. 
Rapid Commun., 9 (1989 495)]. 

Ein weiterer Nachteil aller bisher geschilderter Methoden ist die fehlende definierte Orientie- 
rung der immobilisierten Biomolekiile. Im Falle von inunobilisiertem Immunglobulin G ist 
die Anzahl aktiver Bindungsstellen deudich gennger als die gesamte Menge an immobilisier- 
ten IgG, da oftmals die AntikOrperbindungsstellen dutch eine ungtinstige Orientierung 
blockiert sind. Dies auBert sich vor allem in der veiringerten Empfindliciikeit eines potentiei* 
len Immunosensors. 

Daher sind mehreie Methoden entwickelt worden mn Proteine in gezielter Orientierung hin- 
sichtiich der Substratoberflache zu immobilisieten. V. Tuiko et al. beschreiben die Stabilisie- 
rung einer Vorzugsrichtung von IgG auf einem LB-Trog mit Protein A [L V. Turko, S. Yur- 
kevich and V. L. Chashchin, Thin Solid Films, 210 (1992) 710]. AuBerdem kann man mit der 
Fromherzmethode ein Protein vom LB-Trog durch Waagerechtes Abstreifen in definierter 
Orientierung auf ein festes Substrat ubertragen [T. Nakagawa and M. Kakimoto, T. Miwa 
and M. Aizawa, Thin SoUd Films, 202 (1991) 151]. Obwohl durch diese Methodik Biomole- 
kiile in hoher Belegungsdichte und definierter Orientierung ubertragen werden, ist die prakti- 
sche Anwendbarkeit dadurch begrenzt^ daB die so dargesteilten Bioschichten aufgrund feh- 
lender chemischer Bindung zum LB-Film eine sciilechte Langzeitstabilitat aufweisen. Beim 
Aufbewahren in Pufferlosung losen sich die lediglich physikalisch adsorbierten Biomolekiile 
ab, beim Aufbewahren an Luft erfolgt schon nach kurzer Zeit eine Inaktivierung durch Dena- 
turierung der Proteinstruktur. 

Daher wurde bereits nach Moglichkeiten geforscht, Antikorper, Enzyme oder andere Proteine 
kovalent an den LB-Film zu binden und so eine Stabilitatserhohung zu erreichen. So verof- 
fentlichte H. Gaub die orientiene Bildung einer Monolage eines F^^j^-Fragments, das kova- 
lent an ein Phospholipid gebunden ist [M, Egger, S. P. Heyn and H. E, Gaub, Biophys. L, 
Vol. 57 (1990) 669]. Die Haltbarkeit derartig inunobilisierter Biommolekiile ist jedoch da- 
durch begrenzt, daB sich die nicht vemetzten Phospholipidfilme bei Lagerung in Pufferlo- 
sung mitsamt der immobilisierten Bioschicht vom Substrat abl(3sen. 

Ein Haupmachteil bisheriger Immobilisierungsmethoden liegt demnach in der mangelhaften 
Langzeitstabilitat der Bioschichten, welche auf LB-Filmen immobilisiert wurden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Immobilisieningskonzept mit dem Biomolekiile 
(Antikorper, Antigene, Enzyme, DNS, Hormone u.a.) kovalent an eine quervemetzbare nicht 
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amphiphile LB-Filmsubsmnz gebunden werden konnen. Ein ninht amphiphikr polymerisier- 
barer LB-Film wird - entweder vor uno/oder nach dem LB -Transfer auf das speziell vorbe- 
handelte Substrat - quervemetzt und danach hinsichtlich Biomolekiil bindender Funktionen 
akdviert, falls dies nicht schon in einem vorangehenden Schritt geschehen ist, oder Biomole- 
kiil bindende Funktionen bereits in der urspriinglichen Filmsubstanz vorhanden sind. Dieser 
Akdvieningsschiitt entfSIlt auch dann, falls das Biomolekiil, zusammen mit der Filmsubstanz 
auf dem Trog aufgespreitet wurde, so daU es in die Matrix des Photopolymers eingebaut 
wird. Ansonsten wird das Biomolekiil nach einer weiteren eventuellen Vemetzungsperiode 
immobilisiert, indem es entweder uber die LB-Technik auf das Substrat iibertragen wird und 
danach automatisch mit der Filmsubstanz reagiert oder das Substrat in einer Losung des Bio- 
molekiils inkubiert Es konnen auch mehrere LB-Filmsubstanzen und/oder mehrere Biomole- 
kiile kombiniert eingesetzt werden. 

DemgemaB besteht die vorliegende Erfindung aus einer neuen Immobilisierungsmethode fiir 
Biomolekiile, welche folgendermafien aufgebaut ist: 



a) Ubertrag einer oder mehrerer Monolagen einer zwei- oder dreidimensional photoche- 
misch vemetzbaren Filmsubstanz auf ein Substrat Es konnen auch verschiedene LB- 
Filmsubstanzen kombiniert eingesetzt werden. Mindestens eine der beteiligten LB-Sub- 
stanzen ist dabei photochemisch vemetzbar und nicht amphiphiler Natur, oder aber eine 
nicht amphiphile Substanz wird erst in Kombination mit den restlichen LB-Filmsubstan- 
zen Oder dutch Zusatz gewisser Sensibilisatoren photochemisch vemetzbar gemacht 
Die Vemetzung der LB-Filme erfolgt entweder vor und/oder nach dem Filmiibertrag und 
entweder vor und/oder nach dem Einbau bzw. der Immobilisierung der Biomolekiile. 

b) Einbau der zu immobilisierenden Rezeptor-Biomolekiile oder Partikel (Antikorper, 
Antikorperfragmente, Enzyme, Hormone, Antigene, DNS, Zellen, Viren, Peptide, 
ionenselektive Krononether u. a.) in die Polymermatrix entweder vor dem Filmiibertrag 
durch Cospreiten mit der Filmsubstanz und gemeinsamem Aufzug des Substrats, oder 
durch Immobilisierung auf der Biomolekiil bindende Funktionen enthaltenden Filmsubs- 
tanz nach dem Ubertrag. 

c) Eine evenmell notwendige Aktivierung der Filmsubstanz zur Darstellung Biomolekiil 
bindender Funktionen kann mit einem wiederverwenbaren Oxidationsreagens in einer 
heterogenen Reaktion vom Lemieux Typ erfolgen, so daB olefinische Doppelbindungen 
in Oxofunktionen iiberfuhrt werden. 

d) Die Immobilisierung des Biomolekiiis kann - wenn nicht schon durch Cospreiten mit der 
Filmsubstanz geschehen - auf kovalente Weise dadurch erfolgen, daB die Biomolekiile 
entweder per LB Technik oder durch Inkubieren in einer Losung der Biomolekiile iiber 
tragen werden. Es konnen auch verschiedene Biorezeptoren unterschiedlicher Spezifitat 
auf ein und dasselbe Substrat immobilisiert werden. 
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Die Immobilisierung von biologischen Rezeptormolekulen aut' ampniphilen Lh Pitaen zur 
Entwickiung eines optischen Biosensors, der aut der Basis des Fluoreszenz-Energietransfers 
beruht, wurde von Hugl und Mitarbeitem bescfarieben [H. Hugl et al., Deutsciies Patentamt: 
DE 4013713]: Im Unterschied dazu beschieibt die vorliegende Erfindung die Immobilisie- 
rung von Biomoiekiilen auf nzc/tr-amphipiiilen LB Filmen, die auf ein hydrophobes Substrat 
aufgezogen werden. Aufgrund des "Stab-Haar-Konzepts" neigen solche LB Filme nicht zur 
k Domanenbildung, wie dies bei amphiphilen Hlmen der Fall ist [E. Orthmann, G. Wegner, 

Angew. Chem., 98 (1986) 1114]. Daher haben die nach der voriiegenden Erfindung herge- 
stellten Fiimoberflachen einen homogeneren Aufbau. Auch nach der photochemiscfaen Ver- 
netzung bleibt dieser bis in molekuiaien Dimensionen erhalten. Als Trager (Substrate) kom- 
men alle bekannten Materialien in Frage, weicfae fiir nicht amphiphile Filmsubstanzen gei- 
gnet sind, wie z. B. hydrophobisiertes Glas, Quarzglas, Lithiumniobat, Silicium (u. a. Metal- 
le), hydrophobe Kunststoffe, Folien, Membrane oder sonstiges hydrophobes Material. 
Auch hydrophobisierte Zahne, Knochen, Teile von Organimpiantaten konnen in Frage kom- 
men. Aufierdem eignen sich hydrophobisierte Fasem aus Glas, Kunststoff u.s.w.. Zusatzlich 
zu einer eventuell notwendigen Hydrophobisierung nicht hydrophober Substrate, konnen 
diese vorher hinsichtlich hydrophiler Gruppen aktiviert werden. Beispielsweise werden hy- 
drophile Hydroxygruppen durch Wasserstoffperoxid und SalzsSure aktiviert. Ein hierfur gei- 
gnetes Hydrophobisierungsreagens ist Dimethyldichlorosilan. 

Als Filmsubstanzen eignen sich eindimensionale verknupfte Polymere, welche die Eigen- 
schaft haben, photochemisch vemetzbar zu sein. Bevorzugt eingesetzt werden hierbei nicht 
amphiphile LB-Filme, da sie als Stab-Haar-Polymere die Mogiichkeit der molekuiaien 
Orientierung implizieren, und so LB-Filme gezielter Aichitektur auf das Substrat iiberiragen 
werden konnen [G. Wegner, Thin SoUd Films, 216 (1992) 105-116]. Ein Beispiel hierfur ist 
ein mit Alkylketten substituiertes Phtalocyaninatopolysiloxan-Derivat [E. Orthmann, G. 
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Wegner, Angew. Chem.. 98 (198e) 11 }4] mit rerminalen oJefinischen Doppelhbidungen: 
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Ein weitere Klasse nicht amphiphiler Filmpoiymeie steUen Polygiutamate [G. Duda, A, J. 
SchoutBn, T. Amdt, G. Lieser, G. F. Schmidt, C. Bubeck and G. Wegner, Thin SoUd Films, 
159 (1988) 221] dar, welche ebenfalls Stab-Haar-Poiymere bilden: 



;OOH 



AuBerdem kommen die gleichen Substanzklassen in Frage, wenn sie anstelle der olefini- 
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schen Endgruppen andere photocnemisch quervemetzbare Gruppen enchalten, wit 2.B. Car- 
bonyl-t Thionyl-, Imingruppen oder auch Kohienstoffdreiiacfabindungen. AuBeidera muB 
sich die vemetzbare Grappe nicht unbedingt am Ende der Alkylseitenketten befinden. Sie 
kann sich auch an einer anderen Stelle befinden. Neben nicht amphiphilen Filmen, lassen 
sich auch solche amphipiiiler Nanir, wie zum Beispiel Fettsauremolekiile mit vemetzbaien 
olefinischen Doppelbindungen verwenden [J. P. K. Peltonen, H. Pingsheng and J. B. Rosen- 
holm, Thin SoUd Films, 210/211 (1992) 372]: 



Allerdings ISfit sich auf diese Art und Weise keine gezielte Molekiilarchitektur gemaB dem 
Stab-Haar-Konzept betreiben. 

Weitere einsetzbare Filme sind Cyclodextrine, Polysaccfaaridfilme, Polysiloxanfilme u. a. , 
welche alle mit Alkylseitenketten substituiert sind und an diesen Substimenten tragen, wel- 
che sie polymerisierbar machen. 

Die zur Kombination mit den bisher besprochenen LB-Filmsubstanzen geigneten Substan- 
zen sind entweder selbst derartige Filmsubstanzen, oder aber sie fungieren als Sensibilisato- 
ren, die das fiir die photochemische Vemetzung notwendige Licht absorbieren und auf die 
vemetzbare Filmsubstanz iibertragen. Hierbei kann der Sensibilisator auch selbst vemetzbar 
sein. Bine geignete Kombination stellt zum Beispiel Copolyglutamat und Peps dar. Copoly- 
glutamat ist mangels Licht absorbierender Gruppen nicht vemetzbar, laBt sich jedoch unter 
Anwesenheit von Peps bei 254 ran oder anderer Sensibilisatoren photochemisch polymeri- 
sieren (s. Beispiel 8). 

Fiir den Ubertrag der Filme auf das Substrat eignet sich die Langmuir-Blodgett-Technik. 
Hierbei spielt es keine RoUe, ob das Substrat senkrccht eingetaucht wird, oder der Film 
durch waagrechtes Abstreifen aufgezogen wird. Als Subphase fur die Filmsubstanzen eignet 
sich idealerweise entionisiertes und mit einer MiUiporeanlage gereinigtes Wasser. Aber auch 
Salz- und Pufferlosungen kommen- je nach eingesetzter Filmsubstanz - in Frage. Der Uber- 
urag findet bei Oberflachenspannungen von 10 bis 50 mN/m statt und bei Temperaturen zwi- 
schenO^^Cund 50 ^C. 

Die Vemetzung der Photopolymere kann bereits vor dem Filmubertrag stattfinden. Hierbei 
empfiehlt es sich die Filmsubstanz(en) direkt auf dem Trog mit einer UV-Lampe zu bestrah- 
len. Als Lichtquelle eignet sich prinzipiell jede UV-Lampe. 

Dies gilt auch fiir eine Vemetzung nach dem Filmiibertrag. Die Vemetzung von Peps geiingt 
mit einer Quecksilbemiederdrucklampe der Leistung 30 Watt in 15 cm Entfemung von der 
Hlmsubstanz bei 254 nm. Ubliche Bestrahlungsdauem liegen zwischen 5 Minuten und meh- 
reren Stunden. Je langer bestrahlt wird, umso groBer wird jedoch die Gefahr einer mQgiichen 
Photozerstomng der Filme. Falls das zu immobilisierende Biomolekiil oder ein geignetes 
Derivat mit den Filmsubstanzen auf dem LB-Trog cogespreiied wird und vor oder nach dem 
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Filmiibertrag die photochemische Venietzung durchgefuhu wird bssteht zusatdicfa die Ge- 
falir der Denaturierung der Biomolekiile. 

Bei der Vemetzungsreaktion reagieren ungesattigte Gruppen miteinander. Die photochemi- 
sche Polymerisierung von olefinischen Doppelbindungen kann zum einen als [2]+[2]-Addi- 
tion erfolgen, wodurch bi- oder polyfunktionelle Monomerbausteine quervemetzt werden. 
Denkbar ist auch eine Radikalkettenpolymerisation. Diese kann zum Beispiel auch iiber ei- 
nen Initiator gestartet werden, der UV Licht absorbiert und so die fur die Bildung reaktiver 
Spezies notwendige Energie liefen [N. S, Allen: "Photoinitiators for Ultraviolett Curing", 
Trends in Polymer Science, Vol. 1, No. 7 (1993) 213]. ffierbei haben sicfa Acryigruppen 
(C=C-C=0) als reaktivste Gruppen fiir eine photochemische Vemetzung mit Photoinitiato- 
rcn erwiesen [N. S. Allen, and M. Edge, J. Ofl Colour Chem. Assoc. 73 (1990)438], Diese 
haben zudem den Vorteil nach ihrer Vemetzung noch Biomolekiil bindende Oxogruppen zur 
Verfugung zu stellen, so daB eine weitere Aktivierungsrcaktion entfallL 

Falls die Enlmsubstanzen hinsichtlich Biomolekiil bindender Funktionen aktiviert werden 
mussen, eignet sich die oxidative Spaltung von Kohlenstoffdoppelbindungen mit Osmiumte- 
troxid und Natriumperjodat nach Art der Lemieuxreaktion. Verbrauchtes Osmiumtetroxid 
wird dabei wShrend der Reakiion vom uberschiissigen Peijodat iramer wieder nachgebildet 
Die Literanir [R. Pappo, D. S. Allen, R.U. Lemieux, and W. S. Johnson, J. Org. Chem. 21, 
478 (1956)] beschieibt das Arbeiten mit einer Losung des Olefins in einem Ether-Wasser- 
Gemisch. Fiir die Oxidation der Filmsubstanz vor dem Ubertrag auf den Trager T^nnn diese 
Variante direkt iibemommen werden. Soil jedoch der LB-Film (mit olefinischen Gruppen) 
erst nach dem Ubertrag auf das Substrat oxidiert werden, so impiiziert dies eine andere Re- 
aktionsfiihrung: Hierfiir wird auf den Einsatz von Ether verzichtet, der die Filmsubstanz 
vom Substrat ablSsen wiirde. Die Oxidation der terminalen Doppelbindungen kann demge- 
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maB nur an der Grenzflache zwischen flussiger Phase (W?^sser, Osmiumietroxid and Natri- 
umpeijodat) und fester Phase (festes Substrai und LB-Film als Ciissig kristalliiier Phase) 
stattfinden. 

Ein Beispiel fiir ein iraraobilisierbares Biomolekul stellt die Klasse der Immunglobuline 
dar. Immunglobuline zahlen zu den Eiweiflstoffen und besitzen demgemaB Aminogruppen 
enthaltende Bausteine. Diese reagieren in bekannter Art und Weise mit Aldehydgruppen der 
Filmsubstanzen zu Imingruppen. Bine Reduktion der Imingruppen zu Amingruppen fuhrt zu 
einer zusatzlichen Stabilisierung der Bindung. Noch stabiler sind Amidgruppen, wesbalb 
man auch Estergruppen der Filmsubstanzen mit den Aldeydgruppen reagieren laBL Dies ist 
in der Literatur bereits beschrieben worden [H. Wetall, M. Lynn " immob. enzymes, antibo- 
dies, cells and peptides, preparation and characterisation", M. Dekkar, Inc., New York, 
(1975) 497]. Andere BiomolekiUe lassen sich - sofem sie den EiweiBen angehoren - analog 
inunobilisieren. Wenn die Biomolekiile mit den Filmsubstanzen cogespreitet werden sollen, 
so mussen sie geeignet substituiert sein. Geignet sind zum Beispiel f^- -Fragmente des IgG, 
die an ihren Thiogruppen mit einem langerkettigen Kohlenstoffrest substituiert sind, wie 
dies bereits Gaub et al. beschrieben haben [M. Egger, S. P. Heyn, and H. E. Gaub: "Two-di- 
mensional recognition pattern of Upid-anchored f^b^ fragments", Biophys. J., VoL 57 (1990) 
669]: 



•OH 
OH 
OH 



+ CI2 Si ( CH3 )2 



-OH 
-O^ "CH, 



Ein derartig substituienes Biomolekiilfragment sollte sich auf dem LB-Trog zusammen mit 
einer photochemiscli vemetzbaren Substanz cospreiten lassen. Vor oder nach dem Ubertrag 
auf das Substrat wird dann der Film vemetzt, wodurch das Biomolekul frxiert wird. Der 
Vorteil hierbei ist, dafi durch die LB-Technik die gewflnschte einheitliche Orientierung aUer 
zu immobiUsierender MolekQle erreicht wird, was sich in einer e±6hten BioakdvitSt und ei- 
ner damit einhergehenden EriiShung der EmpfindUchkeit eines potentiellen Biosensors au- 
6erL 
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Nach verschiedenen Vemetzungszeiten auf dem LB-Trog wurden Schubflachendiagramme 
angefertigt, mit dem Ergebnis, daB zunehmende Vemetzungszeiten erhohte Koliapsdriicke zur 
Folge haben. So liegt der Kollapsdruck nach 87 Minuten Vemetzung bei 45 mN/m (Raum- 
tempeatur). Eine unvemezte Probe hat dagegen einen Kollapsdruck von nur 34 mN/m (Raum- 
temperatur). Mit zunehmender Bestrahlungsdauer nimmt also der Polymerisationsgrad zu. 
Nach eineinhalb Stunden ist der Polymerisationsprozefi noch nicht abgeschlossen. Analoge 
Untersuchungen am Beispiel eines Fettsaurederivats mit terminalen Kohienstoffdoppelbin- 
dungen wurden von Peltonen et al. durchgefiihrt [J. P. KL Peitonen, H. Pingsheng and L B. 
Rosenholm, Thin Sol. Fi., 210/211, (1992), 372]. Die entsprechende Vemetzung von auf das 
Substrat iibertragener Filme, ist ebenfalls mit Erfolg durchgefiihrt worden (s.u.). 

Beispiel 3 

Oxidation einer Monoiage Peps auf Glas: 

Zu 1,6 ml Wasser (Miliporc gereinigt) fiigt man 0,9 |il Osmiumtetroxid in tert-Butanol (1 
ng/^1) und das Substrat zu und riihrt 5 Minuten. Dann gibt man bei Raumtemperatur 0,05g 
Natriumperjodat zu und laBt ca 2 Stunden - unter gelegentlichem Schiitteln - ruhen. Danach 
wird mit einer PhosphatpufferlSsung und Tween-20 (einem Detergens) gespult 

Die so preparierten Substrate zeigen eine hohe AfBnitat hinsichtlich nucleophiler Aminograp- 
pen von Antikorpem, was mit einem enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) iiberpriifk 
wurde (s.u.). 

Beispiel 4 

Immobilisierung von Immunglobulin G, Blockierung, ELISA: 

Die Immobilisierung von IgG erfolgte gemaB dem Fachmann bekannter Vorschriften: 

Die oxidierten Polymerfilrae auf Glas werden in eine Losung von 5 pi Ziege-anti-Kaninchen 
IgG in 1 ml PBS gesteilt und dann ca. eine Stunde darin bei 4° C belassen. 

Nach einem kurzen Spulvorgang mit PBS-Tweeii'20 werden die nicht abreagierten Aldehyd- 
funktionen durch Ethanolamin blockiert., indem man die Proben fiir 15 Minuten einer Losung 
von 50 jil Ethanolamin und 1 ml PBS aussetzL 

Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween 20 und Spulen erfolgt eine Stunde Inkubation 
mit 5 \xl Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugat in 1 ml PBS, oder beim Blindwert (Kon- 
troUe der unspezifischen Adsorption von IgG) die gleiche Menge Ziege-anti-Meerschwein- 
chen IgG-POD-Konjugat. 

SchlieBlich wird emeut drei Mai gewaschen und gespult, und das Glasstuckchen in eine Ku- 
vette mit Riihrvertiefung und Mikroriihrfisch gesteUt, und mit der auf Raumtemperamr be- 
fmdlichen ELISA-Substratpufferlosung (2,5 ml) gefiiUt Das Glasstuckchen befindet sich 
nicht im Lichtgang des UV-Vis- Photometers. Nun gibt man einen MikroUter Wasserstoff- 
peroxid zu und registriert aUe 30 Sekunden bei 405 nm die Extinktion (vorher NuUabgleich), 
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weiche mit der Farbstoffentwicklung 2unimn?L Die*. Steigung aer cxtinktioasgecaden wird 
dann mit einer Eichmessung vergiichen und so die Menge aii akd^em immobilisiertem IgG 
ermittelt 

Wird IgG auf einem Peps-Film immobilisiert, der 1 Stunde vemetzt wurde, so erhalt man 
demgemaB eine Belegungsdichte von 0,09 ng/mm^. Die unspezifische Adsorption, weiche mic 
einem Blindandkorper getestet wurde betragt ca. 10 %. Ein Peps-Film, auf dem keine Alde- 
hydgruppen generiert wurden, zeigt demgegeniiber eine deutiich geringere Antikoipera£5ni- 
tSX: Es ergeben sich Belegungsdichten, die im Bereich der unspezifischen Adsorption liegen. 

Beispiel 5 

Abhangigkeit der aktiven Antikorperbelegungsdichten von der Bestrahlimgsdauer der Pcps- 
Filme: 

Wenn man 10 Monolagen Peps auf hydrophobisiertem Glas unterschiedlich lange bestrahlt, 
und darauf Antikorper (Ziege-anti-Kaninchen IgG) immobilisiert, erhalt man untersehiedliehe 
ELISA-Geradensteigungen der Positivkontrollen (Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugat). 
Dies zeigt folgende Abbildung: 




Berechnet man mit Hilfe der Eichmessung die daraus die aktiven Belegungsdichten, so erhalt 
man die Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer. 

Je langer bestrahlt wird, umso weniger Doppelbindungen verbleiben fur die Generierung von 
Antikorper bindenden Aldehydfunktionen. Ware dies der einzige Effekt, so muBte eine zuneh- 
mende Beliehtungszeit eine abnehmende Belegungsdichte zur Folge haben. Also mufl noch 
ein zweiter Effekt beriicksiehtigt werden. Die Hohe des von der Liinge der Lichteinwirkung 
abhangigen Vemetzungsgrads bedingt die Stabilitat des Films. Je langer also bestrahlt wurde, 
umso weniger Antikorper geht verloren, wenn sich nach der Immobilisierung (z. B. in den 
Waschschritten) Telle der Filmsubstanz mit darauf befindlichem IgG von der Glasoberflache 
abldsen. 

Die Gegeniaufigkeit dieser Effekte erkliirt das Maximum der Belegungsdichte. 
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Peispiel 6 
Stabiiitiit der Antikorperfilme auf Peps: 

Um die Haltbarkeit der immobilisierten Antikorper zu testen, wurden aktivierte hydrophobi- 
sierte Glasstiickchen mit 10 LB-Monolagen Peps IH (25 raN/m) beschichtet, 55 Minuten bei 
254 nm vemetzt, dann mit Osmiumtetroxid / Perjodat oxidiert, schiieBlich Ziege-anti-Kanin- 
chen IgG immobilisiert und - nach der Blockieningsreaktion -in Phospiiatpuffersalzlosung 
eingefroren. Nach verschiedenen Lagerzeiten wurden per EUSA-Test die akdven Beiegungs- 
dichten bestimmt: 



O 
E 

C 
ca 

00 

c 




Zeit [Tagen] 



Die Aktivitat der Antikorperfilme bleibt also fur eine Dauer von zwei Wochen konstant Die 
Filme sind offensichtlich durch die photochemische Vemetzung ausreichend stabilisiert wor- 
den. Eine Untersuchung der Stabiiitiit an Luft ergibt dagegen einen drastischen Aktivitatsver- 
lust innerhalb weniger Tage, da die AntikSrper an Luft denaturiert werden. 



Beispiel 8 

Vemetzung einer Monolage Peps / Copolyglutamat: 

Durch Arbeiten bei tieferen Temperaturen (15 ^C: AnschluB eines Kryostaten an den LB- 
Trog) konnte der Kollapsdruck des Copolyglutamats aus Beispiel 7 auf 30 mN/m erhoht wer- 
den . Femer bewirkte der Zusatz von 15 Masseprozent Peps einen weiteren Ansdeg auf insge- 
samt 33 mN/m . Dies ermoglichte den emeuten Versuch einer Vemetzung bei nunmehr 28 
mN/m auszufiihren. In der Tat wurden Ergebnisse wie bei Beispiel 2 beobachtet, d.h. die 
Filmflache nahm wahrend der Bestrahlung kontinuierlich ab, und der Kollapsdmek entspre- 
chend zu. DemgemSB gelang die photochemische Vemetzung. Em Grund dafiir ist einerseits 
die durch die erhohte Oberflachenspannung bewurkte Annaherung der olefmischen Doppel- 
bindungen, wodurch sie eher vemetzbar werden. Andererseits wirkt Peps als Sensibilisator, d. 
h. es dient zur Aufnahme des UV-Lichts, welches es dann auf das Copolyglutamat ubertragL 
Selbstverstandlich konnen auch andere Sensibilisatoren hunzugegeben werden. 
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Der relativ geringe Beitrag der Vcmstzung des Anteils an Peps durte innerha)b der Fehler- 
grenzen veniachlassigbar sein, so daJJ cie res'Striene Flachenabnahtue und Oberflachenspan- 
nungszunahme in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer auf eine photochemische Reaktion 
des Copolyglutamats zuriickzufuhren isL 

Beispiel 9 

GemaB der Beispiele 1-5 laBt sich also ein Beispiel fiir ein mogliches Immobilisierungskon- 
zept wie folgt entwickein: 
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Si— ^CH3 RT, lOmin If-^ 'CH3 




Si — O— Si CH3 

CI 

Si — OH 

2 .) Bescliichtung des hydrophobisierten Glasstiickcliens mit dnan 
LB-Film 

3.) Partielles "Anvemetzen" der am Film-Molekiil befindlichen -tenninalen- 
ol^nischen Doppelbindungen mit UV - Liciit ( 254 mn ) 



4.) Oxidation von bisher mivemetzten Doppelbindungen zu Aldehydfunktionen: 




NalOyOsOA 
n-Dioxan/H-,0 




= Glasoberflache 



= Hydrophob. Schicht 



<? 

I 
I 



=LB-Filingerust ohne 
Kohlenstoffkette 
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5.) Immobilisierung von Ziege-anti-Kanincnen IgG- 



PBS 




pH 



7^ 




s I 



6.) Waschschritt: Entfemiing von nicht immobilisiertem IgG 



7.) Blockierung nicht abreagierter Aldehydfiinkdonen: 
(Umwandlung in Ixninfunktionen duich Ethanolamin) 



PBS 




: I 




:=N- CHjCHj-OH 



8.) EUSA: 

a) Positivkontrolle: 



-< 
-< 



PBS Wasch- 



Ih 



schria (s, 



Kaninchen-anti-Pferd IgG-POD-Konjugat 
( * = Peroxidase ) 



auf LB-Pcps-Film immobilisienes 
Ziege-anti-Kaninchen IgG 



b) Negativkontrolle (Blindwert): 



4H2O2/ABTS 



griiner Farbstoff 
405nm, Photometrie 



analog 



mit Ziege-anti-Meerschweinchen IgG POD-Konjugat 
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Patentanspriiche 

L Verfahren zur Immobilisierung von Biomolekiilen auf oder in photochemisch vemetzba- 
ren nicht amphiphilen Langmuir-Blodgett-Filmen, dadurcfa gekennzeichnet, daU als Ma- 
trix eine nicht-amphiphile zwei- oder dreidimensional vemetzbare Substanz znit Hilfe der 
Langmuir- Blodgett-Technikeingesetzt wird um Rezeptor- oder Biomolekiile an oder in < 
diese Schicht zu binden. 

X Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix vemetzbar, bevor- 
zugt photochenuscii vemetzbar ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Marixmolekule fiink- 
tionelle Gnippen an Seitengruppen besitzen, um Rezeptor- oder Biomolekiile zu binden, 
wie Z.B. Carbonyl-, Thionyl-, Lningruppen, C-C-Dreifachbindungen, bevorzugt jedoch C- 
C-Doppelbindungen. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird und anschlieflend Re- 
zeptorr Oder Biomolekiile kovalent immoblisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch U2, und 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird, die Rezeptor- oder Bi- 
omolekiile jedoch zuvor mit der Matrixsubstanz cogespreitet wurden, 

6. Verfahren nach Anspruch 1,2, 3 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix mit Hilfe 
der Langmuir-Blodgett-Technik auf das Substrat aufgebracht wird, die Rezeptor- oder Bi- 
omolekiile jedoch so chemisch modifiziert wurden, daB sich ein an die Rezeptor- oder Bi- 
omolekiile angefiigter weiterer Molekiilteil derart in die Matrixsubstanz einlagert, daB die 
Rezeptor- oder Biomolekiile mit ihren bindungsfahigen Gnippen aus der Matrixsubstanz 
herausragen und zwar derart, daB sie ihre Aktivitat noch besitzen, 

7. Verfahren nach Anspruch 1,2, 3 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Matrix aus meh- 
reren unterschiedlichen nicht-amphiphilen Substanzen oder einer Mischung aus amphiphi- 
len und nicht-amphiphilen Substanzen besteht. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6 und T.dadurch gekennzeichnet, daB die fimktio- 
nellen Gruppen der Matrixmolekiile durch eine Lemieux-Reaktion auf dem Substrat zu 
Aldehydgruppen oxidiert werden, jedoch kein organisches Losungsmittel zugesetzt wird 

9. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 dadurch gekennzeichnet, daB Rezeptor- 
oder Biomolekiile unterschiedlicher Bindungsspezifitat in oder an ein und demselben Film 
gebunden sein konnen. ' 
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